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摘 要 以三疣梭子蟹莱州湾、舟山野生群体杂交(莱州湾早x舟山含)产生F。代家系63个个体 

及 F 代亲本为实验群体，采用 AFLP分子标记对其进行遗传分析。35对选择性引物共扩增出 1 742 

个位点，其 中分 离位点为 417个，不分离位点为 1 325个，多态位点比例为 23．9 。在分 离位点中，符 

合 1：1孟德 尔分 离比例 的位 点为 226个 ，占总分 离位 点数 的 54．2 ；偏 离 1：1孟德 尔分 离比例 的 

位点为 31个，占总分离位点数 7．4 。符合 3：1孟德尔分离比例的位点为 128个，占总分 离位点数 

的 30．7 ；偏 离3：1孟德 尔分 离比例的位点为 32个，占总分 离位点数的 7．7 。家系内基因多样性 

指数为 0．130，Shannon指数为 0，193。遗传距 离分析显 示，子代个体 与母本 Nei’S遗传距 离介 于 

0．064～0．111之 间，与父本 Nei’S遗传距 离介 于 0．065～0．107之 间。其中，63号个体与 48号个体 

分别与父、母本亲缘关 系最远。本实验 中，偏分 离位点比例属正常范围，杂交 F：代 家系遗传 多样性偏 

低。本研究结果为三疣梭子蟹野生群体及 家系遗传 多样性分析，遗传连锁图谱构建等方面提供一定 

的技术支持。 
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ABSTRACT Portunus trituberculatus is one of the most important fishery resources in China 

because of its high commercial value．In recent years，it has suffered from overfishing and vari— 

OUS diseases，and the total resource of wild populations has decreased year by year．Considering 

for this situation，it is necessary to study the genetic diversity and genetic linkage map of P． 
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trituberculatus．In this study，materna1 broodstock and paternal broodstock were sampled from 

Laizhou Bay and Zhoushan Island wild population，respectively．Through directional mating (1 

舍×3早)，they generated F1 family．6 3 individuals of F2 family came from sisterhood intercross 

between F1 family and these broodstock were used as experiment materials．The AFLP analyses 

showed that a total of 1 742 loci were produced，of which 417 loci were polymorphic，accounting 

for 23．9 ．In these polymorphic loci，there were 226(accounting for 54．2 of total segrega— 

ting loci)loci segregating as 1：1 Mendelian model while 3 1(7．4 )loci segregating as distort— 

ed mode1．128 loci(30．7 )segregated as 3：1 model and the numbers of 32(7．7 )loci were 

distortion bands．Additionally，several AFLP bands which segregated neither as 1：1 nor as 3 

：1 were named with odd segregating loci．They were treated as non—segregating loci in order to 

reduce the influence of statistica1 error．Genetic diversity index of the F，was 0．130，and Shan— 

non genetic diversity index was 0．193．Analysis of distances showed that Nei’S genetic distance 

of family with male parent and female parent were between 0．064～ 0．111，0．065～ 0．107 re— 

spectively．In the mean time，N063 individual was most distant from its male parent and N048 

individual was most distant from its female parent．The main purpose of the study was to pro— 

vide the technical support for genetic diversity analysis of wild populations or families and con— 

struction of high density genetic linkage map of P．tritubercuZatus． 

KEY W 0RDS Portunus trituberculatus Directional mating F2 family AFLP analysis 

三疣梭子蟹 Portunus trituberculatus隶属 甲壳纲 Crustacea，十足 日Decapoda，梭子蟹科 Portunidae，梭子 

蟹属 Portunus(戴爱云等 1977)，是一种大型海洋蟹类 ，具有生长速度快 ，肉质细腻 ，分布广泛等特点 ，目前 ， 

它已成为我国重要的渔业资源之一 。近年来 ，由于过度捕捞和各种病害的大规模发生 ，三疣梭子蟹的资源量呈 

不断下降趋势。为保护这一 自然资源，海洋生物科学工作者对三疣梭子蟹发育生物学 、生理生态及生化资源保 

护等方面已陆续展开研究(薛俊增等 1997)。其 中，三疣梭子蟹遗传育种工作是重中之重 。目前，我国三疣梭 

子蟹育种主要集中在选择育种与杂交育种两方面，分子标记辅助育种 尚未大规模开展 ，所以，对三疣梭子蟹遗 

传特性进行分子水平的研究是极为必要的。 

分子标记辅助育种技术在鉴定优 良亲本 ，筛选早期优 良性状个体 以及加快育种进程等方面起着重要作用 

(王伟继等 2006)。高密度 的遗传连锁 图谱为三疣梭子蟹重要经济性状 如体重 、甲宽和体高等 QTL定位提 

供 了技术保证 ，也是实现分子标记 辅助育种 的基本前提 。AFLP分子标记 技术是一种 建立在 PCR 技术和 

RFLP标记基础上 的新的 DNA指纹技术 ，具有多态性丰富 、结果稳定可靠 、重复性好、所需 DNA量少 ，且可以 

在不需预先知道基因序列的情况下进行研究等特点，现已被广泛应用于遗传图谱构建、遗传多样性分析、系统 

进化及分类学、遗传育种和种质鉴定以及基因定位等方面(王伟继等 2005)。目前 ，在 甲壳类动物中已有 日本 

对虾 Penaeus japonicus、凡 纳滨对 虾 Litopenaeus vannamei和 中国对虾 FP Pro 鲫agM chinensis等运 用 

AFLP分子标记技术构建遗传连锁图谱 ，但三疣梭子蟹遗传连锁图谱 的研究 尚未见报道。本实验采用 AFI P 

分子标记技术对三疣梭子蟹莱州湾、舟山野生群体杂交(莱州湾旱，舟山含)F 家系代进行 AFLP分析，旨在初 

步了解了该家系的遗传多样性水平，验证采用 AFLP分子标记构建三疣梭子蟹遗传连锁图谱的可行性并为其 

提供技术支持 ，为分子标记辅助育种奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

2005年 8月从三疣梭子蟹莱州湾野生群体 (采 自山东莱州湾)中挑选 3O只未交尾雌蟹 ，雌蟹符合 的条件 ： 
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个体 比较大，无任何机械损伤及其他疾病 ，发育 良好。从舟山野生群体(采 自浙江舟山群岛附近)中挑选个体 比 

较大，无任何机械损伤及其他疾病，发育良好的 1O只雄蟹。进行 1含×3旱杂交。次年 4月初培育出 F 代家 

系。2006年 8月随机从一个F 代家系中挑选符合上述条件的雌、雄蟹。按照 1含×3旱的方式进行家系内交 

配 ，越冬后于 2007年 4月上甸培育出 F。代家系。同年 7月上旬，当 F 代幼蟹长至 90日龄时随机取一个家系 

的 63个个体及亲本 ，记录全 甲宽、甲宽和甲长等相关试验数据后 ，取蟹的大螯肌 肉装入灭菌的 1．5ml Eppen 

dorf管中编号后置于一8O℃中保存 。 

1．2 基因组 DNA提取 

基因组 DNA提取参照 Strauss(1989)的方法(略作修改)进行。取 50 mg肌肉组织于 475~1 pH 8．0的 TE 

缓冲液中，研磨剪碎后加入 10 SDS 25／*1震荡混匀。然后加入 10 mg／ml的 RNase 2／,1，37~C消化 0．5 h后 

再加入 20 ng／ml蛋 白酶 K 4 l，混匀封 口后，55℃水浴消化 3 h至澄清。然后采用酚／氯仿抽提，无水乙醇沉 

淀的方法 ，提取三疣梭子蟹肌肉组织 DNA，TE缓 冲液溶解后用核酸定量仪检测纯度与浓度，并将 DNA稀释 

至终浓度 100ng／ml，一20~C保存备用 。 

1．3 AFLP分 析 

参照 Vos等(1995)方法略加修改。试验中，EcoR I和 Mse I限制性内切酶 、T4 DNA连接酶、DNA聚合 

酶均购 自 MBI公司，正反 向接头 以及与内切酶相应的 EcoR I和 Mse I引物 由上海生工合成 ，其余试剂购 自 

Solarbio公司。 

1．3．1 基 因组 DNA双酶切和接头连接 

酶切反应：模板基因组 DNA 200ng，EcoR I(10U／／~I)和 Mse I(10U／／*I)各 0．5／,1，10×Buffer(Tango) 

8／．I，加超纯水至 40／．1，37℃水浴 3h。 

连接反应：酶切产物 2O l，EcoR I接头(50／*mol／I )1 l，Mse I接头(5／*mol／L)1 l，T4连接酶(5U／~1) 

0．2／．1，l0mU ATP 0．5／*1，加超纯水至 25／．1，22℃ 12h。 

1．3．2 限制性 片段 PCR扩增 

预扩增反应：连接产物 5ul，E01预扩增引物(10／*mol／L)1．5／．1，M02预扩增引物(10／*mol／L)1．5／．1，10x 

PCR Buffer 5／．1，MgC12(25mmol／L)3／．1，Taq酶 (5U／／*1)0．2／．1，dNTP(2．5mmol／L)4／．1，加超 纯水至 50／．I。 

PCR反应程序为 94℃ 2min；94℃ 30s，56℃ 30s，72℃ Imin，20 cycles；72℃延伸 5min。 

选择性扩增反应 ：预扩增 

产物用 TE稀释 2O倍后取 5／．1 

待用 ，从 8条 EcoR I引物，9 

条 Mse I引物中(表 1)挑选 35 

对电泳图谱清晰 ，多态位点 丰 

富的引物组合用以选择性扩增 

反 应。EcoR I选 择 性 引 物 

(1O~mol／L)0．1／*1，Mse I选 

择性 引物 (10>mol／L)0．6“1， 

10× PCR Buffer 2Ml，MgC12 

(25mmol／I )1．2 l，Taq酶 

(5U／“1) 0．1“l， dNTP 

(2．5mmol／I )1．6／．1，加超纯水 

至 20／．1。PCR 反 应 程 序 为 

表 1 AFLP预扩增预选择性扩增引物序列 

Table 1 Pre-selective primers and selective primers sequence used in AFLP analysis 

E01 GACTGCGTACCAATTCA M02 GATGAGTCCTGAGTAAC 

GACTGCGTACCAATTCAAG 

GACTGCGTACCAATTCACA 

GACTGCGTACCAATTCACT 

GACTGCGTACCAATTCAGA 

GACTGCGTACCAATTCAGT 

GACTGCGTACCAATTCATC 

GACTGCGTACCAATTCATG 

GACTGCGTACCAATTCAAC 

1 GATGAGTCCTGAGTAACAC 

2 GATGAGTCCTGAGTAACAT 

3 GATGAGTCCTGAGTAACCT 

4 GATGAGTCCTGAGTAACGA 

5 GATGAGTCCTGAGTAACGT 

6 GATGAGTCCTGAGTAACTA 

7 GATGAGTCCTGAGTAACTC 

8 GATGAGTCCTGAGTAACTG 

9 GATGAGTCCTGAGTAACAA 

94~C 2min；94~C 30s， 65~C 注：表 1中，EcoR I引物用大写英文字母 A H编号，MsP I引物用阿拉伯数字 卜9编号 

30s，一0．7~C／cycle，72~C lmin，ll cycles；94~C 30s，56℃ 30s，72~C 1min，22 cycles；4℃ 15min。 

A B C D E F G H 
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1．3．3 凝 胶 电 泳  

选择性扩增产物通过 6 的聚丙烯酰胺变性凝胶在 0．5×TBE电极缓冲液 中以 60W 功率预电泳 0．5h，点 

样后电泳 2h，银染方法参照 Merril等(1979)(略加改动)检测电泳产物。 

1．3．4 数据 分析 

由于 AFLP分子标记是显性标记 ，所以其带形在电泳 图谱上表现为有带跟无带 ，有带记为“1”，无带记为 

“0”。根据亲本及子带的电泳分离情况可以判断亲本的基因型 ，以此可以判断出父本分离条带，母本分离条带 

及双亲共有的分离条带(表 2)。其中，Ⅱ型带可以用来构建雌雄共 同连锁图谱 ，Ⅲ型带则可分别构建雌 、雄连 

锁图谱。所有在子代 出现分离的条带经 z。检验后(P>O．05)是否符合 1：1或 3：1分离规律。 

采 用 Pop gene Version 

1．32软件计算多态位点百分 

比率 (P)，家系 内基 因多样性 

(H)，Shannon指数 ( )，另 外 

还计 算 出个 体 与父 、母 本 的 

Nei’S遗传距离 。根据遗传 距 

离计算结 果利 用 NTSYS 2．1 

软件对 63个个体及父、母本进 

行聚类分析 ，确定 了子代 与亲 

本间的亲缘关系。 

2 结果与分析 

2．1 AFLP选择性扩增结果 

2．1．1 多态位 点检 测 结果 

35对选择 性引物 组合共 

扩增 出 1 742个位点 ，多态位 

表 2 AFLP分离位点类型统计 

Table 2 AFLP segregating loci types 

点达 417个 ，多态位点 比例 达 24．1 ；其 中，符 合孟德 尔分离 比的多态 位点达 354个 ，占扩增位 点总数 的 

20．5 。平均每对引物组合产生 49．8个位点，产生 11．9个多态位点 ，包括 10．1个符合孟德尔分离 比的多态 

位点 。其 中，E3引物组合扩增出的多态位点数最多为 18个，多态位点比例 36．0 ；G4、G8引物组合扩增出的 

多态位点最少均为 9个 ，多态位点 比例分别为 21．4 和 18．4 (表 3)。 

表 3 35对选择性 引物组合扩增产生多态位点数、多态位点比例、 

孟德 尔位点数 、孟德尔位点 比例及扩增总位点数 

Table 3 The number and ratio of polymorphic and Mendelian segregation loci，and total segregation 

loci amplified by 35 selective primer combinations in AFLP analysis 

引物组合 多态位点数 多态位点比例( ) 
Primer Number of poly_ Ratio of 

combinations mophic loci polymophic loci 

篓位点 孟德 粤比 ‘ 扩增位点总数 N
“ 。 ? ． R i。。 T o⋯tal lo ⋯ci 

Mendelian loci M endelian loci 

2  6  1  9  1  8  3 9  9  

他 船 

n 儿 0 

能 鼬 ￡； ∞ 
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续表 3 

2．1．2 孟德 尔 分 离位 点 

在本试验 中，经凝胶电泳银染后检测到的符合孟德尔分离 比的位点数为 354个
。 按 1：1模式分离的位点 

数为 226个 ，其 中母本分离位点 115个 ，父本分离位点 111个，分别 占多态位点总数的 27
． 6％与 26．6 。按 

3：l模式分离的为双亲共同位点 ，总数为 128个 ，占多态位点总数的 30．7 
。 

2．1．3 偏分 离及异常分离 

在 417个多态位点中，经 检验后(P>0．05)找到 63个偏分离位点
。 偏离 1：1分离的位点为 31个 ，共 

有母本分离位点 14个，父本分离位点 17个，分别占多态位点总数的 3．4％-q 4
． 1％；偏离 3：1分离的位点数 

为 32个，占多态位点总数的 7．7 。 

在电泳图谱中还出现了两种条带异常分离的现象 ，即双亲中有带而在子代中无条带及双亲中都无带却在 

子代中产生条带的现象(图1)。这种分离位点称为异常分离位点，因其个数极少，故把这种位点划入不分离位 
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点来统计以减小统计误差。 

2．2 遗 传 多样 性 分析 

子代与母本遗传距离介 于 0．064～0．111之 

间，与父本遗传距离介于 0．065～0．107之 间，具 

体见表 4。由 Pop gene version 1．32软件计算得 

到家系 内基 因多样性 指数 为 0．130，Shannon指 

数为 0．193。 

利用 NTSYS2．1软件对子代及父 、母本进行 

聚类分析(图 2)，Nei’S遗传距离表明 ，48号个体 

与母本亲缘关系最远(遗传距离 0．111)，63号个 

体与父本亲缘关系最远(遗传距离 0．107)。 

3 讨论 

3．1 家系遗传多样性 

生物群体的遗传多样性水平是评估生物资源 

状况的一个重要标准 ，遗传多样性水平 与生物 的 

生长速度、抗病能力等生产性状密切相关 (Oinwa 

et a1． 1994；孙 博等 2003)。本实验中，三疣 

梭子蟹杂交 F 代家系基因多样性指数、Shannon 

指数和多态位点 比例均明显低于三疣梭子蟹野生 

群体(刘 爽等 2008)，与 中国对虾不同世代 的 

选育群体 AFI P分析 结果 相类 似 (李 朝霞 等 

2006)，这表明三疣梭子蟹家系经过连续 的选育 ， 

家系内优 良经济性状基因频率增加而不 良性状基 

因频率减少 ，个体的基因型和表型趋于一致导致 

其遗传结 构发生 了改变 。笔者 认为 F 代 家系较 

M P】P2 10 20 30 

b—÷ 
a — 

d-+ 

e —+ 

c 一  

注：“M”表示 marker；“Pl”为母本，“P2”为父本；“a”为母本分离位 

点，⋯b’为父本分离位点；“c”为双亲共同分离位点；⋯d’为不分离位 

点 ；“e”为异常分离位点 

Note：“M ” DNA marker；“P1”、and “P2” female and male brood— 

stock respectively： a’female segregating locus and⋯b’male seg 

regating locus：⋯e’co—segregating locus：⋯d’non—segregating lo 

CUS and e’odd segregating locus 

图 1 D8引物组合在三疣梭子蟹 F 代中的AFLP扩增电泳图谱 

Fig．1 AFI P electrophoresis result of D8 primer combinations in 

broodstock and F2 generation of Portunus trituberculatus 

表 4 Pl、P2、48号个体和 63号个体的 Nei’s(1972) 

遗传距离及相似性系数 

Table 4 Genetie distances and identity indexes of P1，P 2，N048 and No63 

P1 * -y~* 

Pz 0．109 

48 0．111 

63 0．092 

注：对角线以下为遗传距离，对角线以上为相似性系数 

O．85 0 88 0 92 0 95 

Coetfcient 

图 2 三疣梭子蟹 杂交 F 代家 系 63个个体及亲本 Nei’S遗传距离的 UPGMA 聚类 

Fig．2 UPGMA dendrogram for 63 individuals and broodstock of P．trituberculatus based on Nei’S genetic distance 
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野生群体遗传多样性下降是一个普遍的现象 ，由于 F。代家系包含的基因组合多 ，作图信息量丰富，因而被广泛 

地用作作图群体。根据遗传距离分析 ，F：代家系父、母本间遗传距离较大 (0．109)，Boppenmaie等(1993)研究 

认为，在一定范围内亲本间的遗传距离越大，杂种优势越明显。DNA多态性丰富的亲本更有利于作为作图 

亲本 ，但亲本的差异过大 ，杂种染色体之问的配对和重组会受到抑制 ，导致连锁座位间的重组率偏低 、偏分离现 

象加重。根据表 4，48号个体与 63号个体与父、母本的遗传距离均超过亲本间的遗传距离，这可能跟家系内的 

遗传变异有关，但其究竟是 由于个体差异还是位点差异所导致还有待于进一步的研究 。 

多态位点的比例是能够有效地反应种群遗传变异及其种质资源状况 的重要参数之一(李鹏飞等 2007)。 

海洋鱼类多态位点比例在 0．30左右(相建海 1998)，在 甲壳类中，赵金 良等 (1999)报道 了中国大陆沿海六水 

系绒螯蟹群体多态位点比例为 31．25 。何玉英等(2OO5)对 中国对虾 3个连续选育群体进行 RAPD分析得到 

3个群体的多态位点比例分别是 37．86 9／6、36．89 和 33．O1 。本实验结果表明，j三疣梭子蟹家系多态位点 比 

例为23．9％，说明三疣梭子蟹家系遗传多样性低于其野生群体，未出现较高水平的遗传水平变异。 

3．2 位点偏分离 

遗传过程中等位基因的偏分离 ，是生物界普遍存在的现象 ，被认为是生物进化的动力之一(Sandler et a1． 

1957)。在运用 DNA分子标记对生物进行遗传分析尤其是构建遗传连锁图谱的过程中，经常会出现某些位点 

的基因频率偏离正常孟德尔分离规律 的情况 。例如，在罗非鱼 Oreochromis niloticus的遗传连锁 图谱 中有 

8．0％的 SSR与 AFI P偏分离标记(Thomas et a1． 1998)；太平洋牡蛎 Crassostrea gigas回交家系构建连锁 

图谱中 AFLP与 RAPD偏分离标记的比例分别为 29．0 与 21．2 (P％0．05)(李 莉等 2003)；凡纳滨对虾 

分子标记图谱中偏分离标记比例为 11．5 (P(O．05)(Pe’rez et a1． 2004)；南美白对虾 Penaeus(Litope— 

naeus)vannamei中偏分离标记比例为 4．4 9／6(Franklin et a1． 2004)。Xu等(1997)认为偏分离现象是由于遗 

传搭车效应引起的，根据这个假说，分子标记偏分离程度与影响等位基因频率的遗传因子连锁有关，即与影响 

偏分离的遗传因子紧密连锁的分子标记则表现有严重偏分离 。Ly等 (2000)则认为偏分离现象是 因为生殖细 

胞在减数分裂时染色体上的位点不同源或易位等原因使其很难发生联会而造成的。另外 ，实验群体的大小也 

会对分子标记的分离产生影响，分离群体过小可能造成某些位点不发生分离，因此 ，在统计上无法客观反应某 

个位点在整个群体中的分离规律。对于本实验中出现的异常分离现象 ，很可能由于在远缘杂交时，野生品种的 

等位基因经常不均衡的丢失(Xu et a1． 1998)，或是来源于不同长度的等位基因序列之间形成的异源双链体 

(Aylife et a1． 1994)，甚至当DNA发生断裂或酶切不完全都有可能导致产生异常分离位点。本实验中偏分 

离标记 比例为 7．4 ，远小于太平洋牡蛎的 29．0 ，与罗非鱼的 8．0 非常接近 ，偏分离比例属于正常范围。 

3．3 AFLP分子标记构建遗传连锁图谱 

本试验采用 35对 AFLP选择性引物组合共对三疣梭子蟹扩增出 354个符合孟德尔分离比的分离位点 ，平 

均每对引物产生 10．1个位点。在遗传连锁图谱构建方面，罗非鱼平均每对引物产生9．3个位点；牙鲆Parali— 

chthys olivaceus(Maria et a1． 2003)平均每对引物产生 5．5个位点；中国对虾平均每对引物产生 8．5个多态 

位点。引物扩增效率较高的是栉孔扇贝 Chlamys farreri(Li et a1． 2005)，32对引物扩增出 545个位点，平 

均每对引物产生 17．0个多态位点。常玉梅等(2006)认为构建 中等密度遗传连锁图谱标记数应在 400 1 000， 

例如黑虎虾 Penaeus monodon(Wilson et a1． 2002)，欧洲海 鲈 Dicentrarchus labrax(Chistiakov et a1． 

2005)等。遗传连锁图谱标记数过低，则图谱的分辨率不能满足 QTL定位的基本要求。因此，在本实验的基 

础上可以通过适当增加AFLP选择性引物组合及分子标记的种类来进一步构建高密度的三疣梭子蟹遗传连 

锁图谱并对位 QTL位点定位。 

本研究利用 AFI P分子标记分析了三疣梭子蟹定向交配 F。代家系的遗传多样性并验证了利用 AFLP分 

子标记构建连锁图谱的可行性，旨在为以后构建三疣梭子蟹高密度的遗传连锁图谱打下基础 ，促进三疣梭子蟹 

的分子标记辅助育种工作 。 
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